201712.01087V1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


。598 。 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2015.04.28 J South Med Univ 2015, 35(4): 598-601 


基础 研究 


字 期 酒精 暴露 对 新 生 大 刀 外 散 基本 甩 律 性 呼吸 放电 的 作用 
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摘要 :目的 探讨 孕期 酒精 暴露 对 子 代 新 生 大 和 鼠 延 髓 脑 片 基本 节律 性 呼吸 放电 (rhythmic respiratory discharge activity, RRDA) 
的 作用 。 方 法 制作 包含 面神经 后 核 内 侧 区 (the medial region of the nucleus retrofacialis, mNRE) 并 保留 舌 下 神经 根 的 新 后 大 鼠 
离 体 延髓 脑 片 标本 ,给 予 灌流 改良 的 Kreb's 液 (modified Kreb's solution, MKS ) ,使 用 吸附 电极 记录 延 颈 脑 片 腹 侧面 舌 下 神经 根 
RRDA, 分 析 RRDA 的 变化 。 实 验 分 为 5 组 :对 照 组 .4% 酒 精 暴 露 组 .6% 酒 精 暴 露 组 .8% 酒 精 暴 露 组 和 10% 酒 精 暴 露 组 ,研究 孕 
期 不 同 浓度 酒精 暴露 对 RRDA 的 作用 。 结 果 对 照 组 ,4% 酒 精 暴露 组 .6% 酒 精 暴 露 组 .8% 酒 精 暴 露 组 各 组 组 内 RRDA 在 50 min 
内 吸 气 时 程 (TID) 呼吸 频率 (RF) 放电 积分 幅度 (IA) 无 统计 学 差异 ,10% 酒 精 暴 露 组 RRDA 节律 不 规整 ;与 对 照 组 相 比 ,4%-~ 
10% 酒 精 暴 露 组 的 RRDA 随 酒精 浓度 增加 逐渐 降低 ,TI 缩短 .RE 下 降 JIA 减弱 。 结 论 孕期 酒精 暴露 抑制 子 代 新 生 大 和 鼠 延 髓 脑 
片 舌 下 神经 根 RRDA, 这 可 能 是 孕期 酒精 暴露 抑制 子 代 呼吸 功能 的 基础 。 
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Effect of prenatal alcohol exposure on rhythmic respiratory discharge activity in medul- 
lary slices of neonatal rats 
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Abstract: Objective To investigate the effects of prenatal alcohol exposure on rhythmic respiratory discharge activity (RRDA) 
in the medullary slices of neonatal rats. Methods Ten pregnant female SD rats were exposed to 0, 4%, 6%, 8%, and 10% alcohol 
in drinking water from 1 week before till 3 days after delivery. The medullary slices of the neonatal rats containing the medial 
region of the nucleus retrofacialis (mNRF) with the hypoglossal nerve rootlets were prepared and perfused with modified 
Kreb's solution to record RRDA from the hypoglossal nerve rootlets using suction electrodes. Results No significant difference 
was found in RRDA in 50 min among the neonatal rats with prenatal exposure to 0, 4%, 6%, and 8% alcohol, but the RRDA in 
10% alcohol exposure group became irregular. Prenatal exposure to increased alcohol concentrations caused attenuated RRDA 
attenuated in the neonatal rats, shown by shortened inspiratory time (TD, decreased respiratory frequency (RF), and reduced 
integral amplitude (IA) as compared with those in the control group. Conclusion Prenatal alcohol exposure inhibits RRDA in 
medullary slices of neonatal rats, which might be a _ mechanism by which maternal alcohol exposure causes suppressed 
offspring respiratory functions. 
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呼吸 是 生命 存在 的 前 提 和 基本 条 件 , 呼 吸 运动 是 呼 
吸 肌 在 呼吸 中 枢 支 配 下 节律 性 舒 缩 完 成 的 。 延 髓 是 呼 
吸 放电 的 产生 部 位 ,在 本 实验 中 所 使 用 的 新 生 大 和 鼠 延 髓 
脑 片 包括 面神经 后 核 内 侧 区 (the medial region of the 
nucleus retrofacialis, mNRF) , 而 该 区 域 是 延髓 内 基本 
节律 性 呼吸 放电 产生 和 调节 的 精确 部 位 "2 。 


尤其 对 中 枢 神 经 系统 发 育 的 影响 更 严重 ”。 有 研究 表 
明 ,孕期 母体 饮酒 能 够 降低 幼 鼠 的 每 分 通气 量 , 损 伤 呼 
吸 系统 网 络 在 低 氧 情况 下 的 反应 性 *。 但 孕期 摄 入 酒 
精 对 新 生动 物 呼 吸 中 枢 作 用 的 报导 沿 不 多 见 :Duncan 
等 研究 发 现 孕 期 饮酒 降低 了 婴儿 狮 死 综 合 征 死亡 的 婴 
儿 脑 干 呼吸 循环 相关 核 团 神经 元 (3)H-nicotinic 受 体 浓 


女性 孕期 摄 入 酒精 抑制 胎儿 各 系统 、 融 官 的 发 育 ， 
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度 ,并 随 着 饮酒 量 的 增加 呈 剂 量 依赖 性 降低 ;Conradt 
等 发 现 季 期 饮酒 增加 1 月 龄 婴儿 的 呼吸 性 窦 性 心律 不 
齐 发 生 几 率 。 而 孕期 摄 入 酒精 对 新 生动 物 延 髓 呼吸 
中 枢 基 本 节律 性 呼吸 放电 的 作用 未 见报 导 。 为 此 ,我 们 
通过 记录 分 析 孕 期 酒精 暴露 对 新 生 大 鼠 延 艇 脑 片 基本 
节律 性 呼吸 放电 (RRDA) 来 研究 孕期 酒精 暴露 对 新 生 
大 鼠 延 莫 呼 吸 中 枢 的 作用 。 
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1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 和 分 组 

30 只 SPF 级 Sprague-Dawley 成 年 大 鼠 ,雌雄 比例 
2:1, 购 自 郑 州 大 学 实验 动物 中 心 ( 许 可 证 号 SCXK 和 豫 
2010-002) ,上 肉 鼠 和 雄 鼠 随机 分 为 数量 相等 的 5 组 对 照 
组 4% 酒精 暴露 组 .6% 酒精 暴露 组 .8% 酒精 暴露 组 和 
10% 酒 精 暴露 组 (酒精 浓度 为 体积 /体积 ) ,按照 肉 雄 大 鼠 
2:1 合 逢 交配。 对照 组 大 鼠 自由 饮用 纯净 水 ,不同 浓 度 
酒精 暴露 组 大 鼠 自 合 笼 前 1 周至 产后 3 d 以 相应 浓度 酒 
精 水 溶液 作为 唯一 饮用 水 (自由 饮用 )。 实 验 使 用 各 组 
2 d 龄 新 生 大 鼠 (每 组 6 只 ) ,雌雄 不 拘 。 
1.2 试剂 

无 水 乙醇 ,天 津 市 德 恩 化 学 试剂 有 限 公司 生产 ; 改 
良 Kreb's 液 (modified Kreb's solution MKS ) in mmol/L: 
NaCl 124.KC1 5 .CaCl 2.4. MgSO, 1.3. NaHCO; 26、 
Glucose 30 所 用 药品 购 自 Sigma;95% 0O;+5% CO; 混 合 
气 购 自 河 南 源 正 科技 发 展 有 限 公 司 。 
1.3 脑 片 制备 及 电 生 理 记录 

2 d 龄 5 组 新 生 大 鼠 各 6 只 被 乙醚 深度 麻醉 后 在 
C4~C5 之 间断 头 ,将 鼠 头 置 于 已 有 95% 0,+5% CO, 混 
合 气 充分 饱和 的 冰 MKS 的 解剖 盒 内 。 有 眼科 剪 剪 去 皮肤 
和 肌肉 ,从 绒 椎 处 剪 开 椎 管 并 向 吻 端 延伸 ,完整 剪 开 颅 
上 骨 、 去 除 颅骨 、 暴 露 脑 组 织 , 手 术 刀 片 割断 颅 底 脑 神经 、 
游离 出 完整 的 脑 组 织 。 夹 去 小 脑 . 在 C2~C3 间 切 去 疹 髓 ， 
将 脑 组 织 腹 侧 面向 上 ,在 站 前 后 切 下 厚 约 900~1100 hm 
的 延髓 脑 片 ,在 操作 过 程 中 持续 通 95% O,+5% CO;, 的 
混合 气 。 脑 片 切 好 后 转移 至 脑 片 灌流 覃 内 ,使 用 混合 气 
充分 饱和 并 持续 通气 的 MKS 以 5~7 ml/min 的 速度 灌 
流 , 保 持 灌流 液 pH7.35~7.45 温度 25~28 %75。 在 体 视 
显微镜 下 辨认 脑 片 腹 侧 面 舌 下 神经 根 并 用 内 含 银 -氧化 
银 电极 的 吸附 电极 (内 径 180~220 pm) 在 舌 下 神经 根 处 
加 以 负 压 吸附 ,记录 RRDA。RRDA 经 直流 前 置 放大 器 
放大 后 输入 BL-420F 生物 信号 采集 和 人 处理 系统 在 计算 
机 显示 右上 显示 并 存盘 ,以 备 实验 后 数据 统计 分 析 *。 
1.4 数据 处 理 

为 直观 简洁 对 比 实验 结果 ,分 别 以 对 照 组 RRDA 
的 吸 气 时 程 (inspiratory time,， TI) 、 呼 吸 频 率 
(respiratory frequency, RF) .放电 积分 幅度 (integral 
amplitude, IA ) 等 观测 指标 为 100%, 对 各 组 10、20、30、 
40.50 min 时间 点 RRDA 进行 标准 化 处 理 后 再 进行 统 
计 分 析 。 计 算 公 式 : 各 浓度 组 原始 数据 /对 照 组 原始 数 
据 x100%。 
1.5 统计 学 方法 

实验 结果 以 均 数 + 标准 差 的 形式 表示 ,使 用 SPSS 
13.0 统 计 软 件 重复 测量 方差 分 析 和 单 因 素 方差 分 析 检 
验 ,多 重 比较 采用 LSD 法 进行 分 析 ,P<0.05 被 认为 有 显 


车 性 差异 。 


2 结果 
2.1 对 照 组 RRDA 

经 统计 学 分 析 , 与 10 min 相 比 20.30.40.50 min 时 
间 点 RRDA 的 TIJIA .RF 无 统计 学 差异 ,说 明 RRDA 在 
实验 过 程 中 无 衰减 ,证 明 本 实验 模型 稳定 可 靠 (P>0.05) 
( 表 1, 图 1)。 


表 1 对 照 组 不 同时 间 点 RRDA 
Tab.1 RRDA in the control group at different time points 


Timing TI IA RF 
10 min 100 100 100 
20 min 101.2442.18 100.84+1.39 101.63+1.75 
30 min 99.6742.12 101.67+1.82 99.2042.04 
40 min 100.36+2.55 98.4342.28 100.96+1.86 
50 min 99.0142.74 99.084+2.77 98.6742.31 
F 0.263 0.328 0.438 
Pp 0.849 0.764 0.599 


Control 10 min 
Control 20 min 


Control 30 min 


人 
Control 40 min 3 
Control 50 min | | | | 豆 

2.50s 


图 1 对 照 组 在 50 min 内 不 同时 间 点 RRDA 
Fig.l RRDA in 50 min in the control group. 


2.2 不 同 浓度 酒精 孕期 暴露 组 

4% 酒 精 暴露 组 .6% 酒精 暴露 组 .8% 酒精 暴露 组 各 
组 内 新 生 大 鼠 脑 片 RRDA 各 指标 在 不 同时 间 点 无 统计 
学 差异 (P>0.05, 表 2~4) 成 年 大 鼠 饮 用 水 中 酒精 浓度 增 
加 ,新 生 鼠 RRDA 逐渐 降低 ,TI 缩短 .RF 下 降 .IA 减 弱 。 
10% 酒 精 暴露 组 RRDA 节律 不 规整 ,并 且 弱 于 8% 酒 精 
暴露 组 。 因 此 ,我 们 选择 8% 酒 精 作为 孕期 酒精 暴露 作 
用 的 最 适 浓度 (图 2)。 
2.3 对 照 组 和 不 同 浓 度 酒精 暴露 组 30 min 时 新 生 大 鼠 
延髓 脑 片 RRDA 比较 

孕期 酒精 暴露 抑制 剂量 依赖 性 的 新 生 大 鼠 延 骨 脑 
片 RRDA ,浓度 为 4% 的 孕期 酒精 暴露 对 RRDA 的 抑制 
作用 已 有 统计 学 差异 ,RF 低 于 对 照 组 ,6% 酒 精 暴露 组 
TILREFJIA 低 于 对 照 组 和 4% 酒 精 暴露 组 ;8% 酒 精 暴露 组 
TI.RFJIA 均 低 于 对 照 组 ,4% 酒精 暴露 组 和 6% 酒 精 暴露 
组 (图 3)。 与 对 照 组 相 比 ,孕期 酒精 暴露 组 新 生 大 鼠 延 
髓 脑 片 RRDA 的 TI 缩短 ,RF 下 降 ,IA 减 弱 , 具 有 统计 学 
差异 (P<0.05, 表 5, 图 4)。 
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表 2 4% 酒 精 暴露 组 不 同时 间 点 RRDA 


Control 
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Tab.2 RRDA in 4% alcohol exposure group at different time 4% Alcohol 
points 和 
6% Alcohol 
. 上 -一 一- 一 人 一 一 一 一 一 下 一 一 一 一 和 

Timing TI IA RF 8% Alcohol 全 

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 上 一 一 一 一 一 + 己 ， 
10 min 97.64+2.89 98.17+2.52 95.45+2.96 10% Alcohol 3| 

和 Dom 

20 min 96.60+2.58 96.59+3.57 94.30+3.29 <2.50 S 
30 min 98.42+3.21 96.33+3.42 95.02+3.88 时 

| 图 3 对 照 组 和 不 同 浓度 酒精 暴露 组 RRDA 的 比较 
40 min 97.67+3.02 95.67+3.03 94.47+4.11 Fig.3 Comparison of RRDA in neonatal rats among the groups. 
50 min 95.7344.08 95.2943.38 93.72+4.21 Prenatal exposure to increased alcohol concentrations attenuated 
于 Go 0216 RRDA in the medullary slices of the neonatal rats with shortened 

. ， TI and decreased IA and RF. 

Pp 0.571 0.948 0.877 


表 3 6% 酒 精 暴露 组 不 同时 间 点 RRDA 
Tab.3 RRDA in 6% alcohol exposure group at different time 


表 5 各 组 30 min 时 RRDA 数 据 比 较 
Tab.5 Comparison of RRDA among the groups at 30 min 


points Groups TI IA RF 
Timing TI IA RE Control group 99.67+2.12 101.67+1.82 99.20+2.04 
10 min 92.67+3.57 92.56+3.24 90.39+3.17 4% Alcohol 98.4243 .21 96.3343 .42 95.0243.88 
exposure group 
20 min 94.83+3.22 90.24+3.50 89.23+3.69 6% Aloohol 
(4 
.47+2. .56+2. .33+4.12 
30 min 92.4742.81 93.5642.46 90.3344.12 exposure group a 2247 +081 D0246 DD 
40 min 92.25+3.52 91.61+3.13 88.33+4.35 8% Alcohol 86854428 86.464424 82.5845 05 
exposure group 
50 min 91.37+4.07 92.22+3.04 90.80+3.51 
F 35.938 24.776 29.621 
Va 0.215 0.238 0.302 
P 0.000 0.000 0.000 
Pp 0.884 0.865 0.794 
表 4 8% 酒 精 暴 露 组 不 同时 间 点 RRDA jo 
Tab.4 RRDA in 8% alcohol exposure group at different time 合 9Control 
Points 3 100 自 4% Alcohol 
bn 
| ri 各 690 Alcohol 
Timing TI IA RF 2 1 和 时 A 
中 80 | 由 1 0 Alcoho 
10 min 86.65+3.87 87.22+4.34 83.45+3.56 5 l | 
20 min 87.28+3.65 85.17+3.86 84.08+4.70 及 60 | 中 | 
30 min 84.85+4.28 86.46+4.24 82.58+5.05 是 a0l | 时 | 
40 min 85.34+3.75 85.28+4.39 84.53+4.57 a | 中 | 
< 型 / 
50 min 86.17+3.11 84.86+5.04 83.76+5.23 A 20 | 位 ) 
本 | 
F 0.312 0.207 0.266 0 a 
Pp 0.773 0.939 0.801 1 a 
- | 图 4 不 同 浓度 酒精 暴露 对 新 生 大 鼠 RRDA 的 影响 
Fig.4 _ Influence of prenatal exposure to different alcohol 
8% Alcohol 10 min concentrations on RRDA of neonatal rats. RRDA in the alcohol 
exposure groups were lower than those in the control group. 
8% Alcohol 20 min 
8% Alcohol 30 min 
eg 形成 时 期 ,短暂 接触 酒精 就 能 引起 神经 元 的 大 量 死亡 。 
SS :下 业主 三 全 ZT 
8% Alcohol 50 min zl 慢性 酒精 暴露 能 全 nil 系 元 的 分 化 和 迁移 ,影响 突 触 


图 2 8% 酒 精 暴露 组 在 50 min 内 不 同时 间 RRDA 
Fig.2 RRDA in 8% alcohol exposure group at different time 
points in 50 min. 


3 讨论 
近年 来 ,关于 酒精 暴露 对 神经 系统 的 影响 已 成 为 国 
内 外 研究 的 热点 。 在 神经 系统 发 育 早期 , 即 神经 元 突 触 


和 轴 突 的 生成 ,并 可 通过 影响 NaVK'-ATIP 酶 . 腺 苷 酸 环 
化 酶 的 活性 以 及 Ca”* 通 道 开放 ,诱导 神经 元 凋 亡 ,引起 
形态 结构 发 育 障 得 ,进而 3 起 胎儿 发 育 不 良 。 而 婴儿 发 育 不 
良 的 程度 与 母 亲 孕 期 的 饮酒 量 . 钦 西村 间 和 次 数 有 关 "" 0。 

本 实验 发 现 ,与 对 照 组 相 比 ,4%~8% 酒 精 暴露 组 的 
RRDA 随 酒精 浓度 增加 而 逐渐 减弱 ,TI 缩短 、RF 下 降 、 
IA 降低 。 提 示 孕 期 酒精 暴露 对 RRDA 具有 浓度 依赖 性 
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抑制 作用 。 孕 期 酒精 暴露 抑制 RRDA 的 机 制 可 能 与 以 
下 几 方 面相 关 : 首 先 ,孕期 酒精 暴露 改变 子 代 中 枢 神 经 
系统 神经 元 细胞 膜 受 体 表达 ,通过 增加 抑制 性 受 体 表达 
减少 兴奋 性 受 体 来 降低 神经 元 兴奋 性 :胎儿 在 母体 内 接 
触 酒精 降低 兴奋 性 受 体 NMDA-2B 受 体 呈 和 5-HT2A 
受 体 表达 ;孕期 酒精 暴露 增加 GABA 受 体 活性 并 增加 其 
表达 "”。 以 上 各 受 体 均 参 与 延髓 呼吸 的 发 生 和 调节 **， 
孕期 酒精 暴露 通过 抑制 呼吸 兴奋 性 受 体 ,激活 抑制 性 受 
体 ,从 而 抑制 延髓 呼吸 中 枢 功 能 ,我 们 的 实验 结果 也 与 
上 述 文 献 一 致 。 其 次 ,酒精 及 其 代谢 产物 还 能 通过 离子 
通道 来 发 挥 作用 ,如 降低 NaVK'-AIP 酶 和 Ca 通道 加 
的 活性 ,而 Na' 内 流 和 K* 外 流 是 动作 电位 形成 的 基础 ， 
钙 离 子 是 重要 的 生物 信和 号 传导 分 子 , 调 控 细 胞 的 理化 活 
动 。 再 次 ,孕期 酒精 暴露 可 降低 脑 源 性 神经 生长 因子 
BDNF 浓 度 ,BDNF 在 神经 元 的 存活 和 突 触 形成 中 起 重 
要 作用 ,其 浓度 的 下 降 影响 了 神经 元 活性 ,降低 神经 网 
络 功能 ”。 另 外 ,孕期 酒精 暴露 使 胎儿 脑 内 线粒体 发 
育 迟 缓 ,功能 受 损 ,ATP 供 给 不 足 , 从 而 影响 了 神经 元 活 
性 及 功能 所 。 有 研究 表明 ,孕期 酒精 暴露 能 降低 子 代 大 
鼠 的 每 分 钟 通气 量 , 而 这 极 可 能 与 孕期 酒精 暴露 抑制 
新 生 大 鼠 延 髓 基本 节律 性 呼 放电 有 关 。 

综 上 所 述 ,本 研究 结果 表明 ,孕期 酒精 暴露 抑制 新 
生 大 鼠 延 髓 脑 片 基本 节律 性 呼吸 放电 活动 ,其 机 制 可 能 
是 酒精 通过 诱导 呼吸 相关 性 受 体 、 离 子 通道 神经 生长 
因子 及 线粒体 等 发 生 改 变 , 进 而 促使 呼吸 相关 性 神经 元 
的 活性 下 降 和 功能 紊乱 。 孕 期 酒精 暴露 抑制 新 生 大 鼠 
延 入 脑 片 基本 节律 性 呼吸 放电 ,这 可 能 是 孕期 酒精 暴露 
抑制 子 代 整 体 水 平 呼吸 功能 的 基础 。 
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